


















































渡すことで、腸管免疫応答を誘導することができる(図 1) (1, 2)。このようにM 細胞は
粘膜免疫誘導の開始に重要な役割を果たしているが、どのような分子が抗原の受容体
や受け渡しなどに関与しているのかは未知であった。 
近年、本研究室において、M 細胞に発現する分子として Glycoprotein 2(GP2)＊を同

















し、マウス GP2 (mGP2) 特異的アプタマーの取得及びその結合評価方法の構築を実施
した。 
 
図 1 M細胞の模式図 
  
2．実験方法 
1) SELEX 法によるマウス GP2 (mGP2) 特異的アプタマーの取得 
アプタマーの取得は試験管内人工進化法 (Systematic Evolution of Ligands by 











2) アプタマーの mGP2 への結合評価 
SELEX 法を 10 サイクル実施した後に TA クローニング法により取得されたアプタ
マーcDNA の塩基配列を決定した。これらのアプタマーcDNA を鋳型として 32P-ATP
存在下で転写反応を行うことでラジオアイソトープ(RI)標識アプタマーを合成後、










4) mGP2 に対する結合定数の算出 
取得したアプタマーの mGP2 に対する Kd 値はビアコアにて算出した。アプタマー
をセンサーチップ上に固定し、5段階の濃度(100, 200, 400, 800, 1000 nM)に調整した
mGP2 と相互作用させた。BIAevaluation ソフトにより、検出されたグラフから Kd 値
を算出した。             
 
5) mGP2 との結合に重要なアプタマー配列の決定 
取得したアプタマーの二次構造予測から、mGP2 への結合に重要であると予測され
たループ部分の配列に相補的置換または配列削除といった変異を導入し、方法 2 と同
図 2 SELEX 法の原理 
 様に mGP2 に対する結合を検討した。 
6) 細胞膜上過剰発現 mGP2に対するアプタマーの結合評価 
 ｍGP2 を HeLa細胞の細胞膜上に過剰発現させ、取得したアプタマーを蛍光標識した
ものと抗 mGP2 抗体を混合した溶液を添加し、室温で 1時間反応させた。PBS で洗浄





1) SELEX 法によるマウス GP2 (mGP2) 特異的アプタマーの取得 
SELEX 法を 10 サイクル実施した後、TA クローニングを行い、27 クローンの塩基
配列を決定した。その結果、mGP2 に特異的に結合するアプタマーの候補として 11
種類の配列を得た(表 1)。この内、Apt1 配列が 16 クローン、Apt5 配列が 2 クローン
得られ、その他の配列は 1回ずつのみ検出された。次に得られた個々のアプタマーに
RI 標識を行い mGP2 との結合を評価した。メンブレンフィルターやコントロールタ
ンパク（ヒト IgG, Fc 部位：Fc）に対する非特異的な結合がなく、mGP2 にのみ特異
的に結合する配列は Apt1、Apt5 のみであった(図 3)。この 2 つの配列のうち、より
mGP2 に対する結合力が高かった Apt1 の二次構造予測を行った結果、ランダム配列
領域にループ構造を 2カ所持つような構造であることが分かった(図 4)。 
 
表 1  決定したアプタマーの配列   
                                                         クローン数 
Apt1        CAAGUAGUUGGCGCCUACUAUAGAAAUACG    (16) 
Apt2        UGCUUUUGGUGGAGGUGGUAGCACUGGCGG    (1) 
Apt3        CACGUUGGUGGUGGAGGUGUGCUGAGGUCC    (1)  
Apt4        GAUGGCUCAAGUUGGUGGUGGUGGAUUGGG    (1) 
Apt5        CGUACACGUUAGUUGAGAUUACCCCUGGUC      (2) 
Apt6        CUCAUUGGUGGAGGUGGAGAGCUUUUGGUU    (1) 
Apt7        GAUAGUGUCACGAUGGAGGUGGUGGUGUGA    (1) 
Apt8        GGAUGAACGGCCUGUGGGGGGGGAGGAGGC    (1) 
Apt9        CGCGUAGGAGGUGGUGGAGCGUUUUUGGUC    (1) 
Apt10       GCCUAUGGUGGAGGUGGAUGGCUGCUGCGU    (1) 

















                                    
 
 
2) 取得したアプタマーの Kd 値測定 
Apt1 と mGP2 との結合をビアコアを用いて定
量的に測定した結果、mGP2 濃度依存的にアプタ
マーの結合量が増加し、その Kd値は 110 ± 2.6 nM











結合が見られなくなった(図 6A, B)。一方で、相補的塩基置換（mC1 は AAAUA を
UUUAU,に、mC2 は CUA を GAU に置換）を行なったものでは、結合能が低下した
ものの mGP2 に対する結合は保たれていた (図 6C, D)。さらに、ループ１の領域を相
補的に置換した方が、結合能の低下がより顕著であった(図 7)。これらの結果から、
ループ１の領域が mGP2 との結合に最も重要であることが示唆された。 
図 3 RI標識アプタマーを用いた mGP2への
結合評価 




    …ランダム配列領域 
UNA Fold soft ware を使用 
(http://www.idtdna.com/UNAFold/Home/Index)  






4) 細胞膜上に過剰発現させた mGP2 への結合評価 
 本研究で取得したアプタマーは、生体内への投与を目標としている。そこで細胞
膜上に mGP2 を過剰発現させた HeLa 細胞に
Apt1 を添加したところ、抗 mGP2 抗体と共局
在して結合することを確認でき、取得したアプ
タマーが mGP2 を特異的に認識できることが









図 6 RI標識によるアプタマーのmGP2に  





図 8 蛍光標識したアプタマーの細胞膜上発現 
mGP2 に対する結合評価 
HeLa細胞に mGP2を過剰発現させ、4％PFAで固定後、
FITC で標識したアプタマーと抗 mGP2 抗体の混合溶液
を細胞に添加し、mGP2抗体は Alexa555二次抗体で検出
した。緑はアプタマーを、赤は抗mGP2抗体を示す。 
scale bars, 200 μm 
図 7 相補的塩基置換アプタマーの 
mGP2 への結合評価 (* p<0.05) 
Apt1 内の二か所のループ部分の配列を各々 
相互的塩基置換(mC1 は AAAUA を UUUAU




1) SELEX法により mGP2 に特異的に結合するアプタマーを取得した。 
2) 取得したアプタマーの Kd 値は 110±2.6 nM であった。 
3) mGP2 との結合に重要なアプタマーの配列を決定した。 




本研究より mGP2 に対し特異的に結合するアプタマー(mGP2 アプタマー)を取得す







Apt1 は培養細胞株の細胞膜上に過剰発現させた mGP2 へも特異的に結合できるこ
とを明らかにした。しかし、マウスパイエル板の凍結切片を用いた染色や whole mount
染色においては、アプタマーの GP2 への結合を確認することができなかった（未発表




することが分かっている(8)。したがって M 細胞でもオリゴマー状態の GP2 が発現し







た GP2 への結合実験において、アプタマーと抗 GP2 抗体は同時に GP2 発現 HeLa 細
胞上に特異的に結合し、両者の GP2 への結合における競合は見られなかったことから、








頭関連リンパ組織 (Nasopharynx- associated lymphoid tissue : NALT) にもパイエル板
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